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Souhrn

Vychodiska: V souvislosti se zavadénim inhibitori aromatazy do adjuvantni 1é¢by karcinomu prsu je ¢asto diskutovana moZnost
predikce selhani 1écby tamoxifenem z parametri primarniho nadoru. Proto jsme se pokusili ovérit nekteré z nich, uvadéné v této
souvislosti, v retrospektivni studii. Material a metody: Z pacientek klinického stadia I-111 operovanych pro karcinom prsu na MOU
v letech 1998-2000 byly vyhledany piipady Ié¢ené v adjuvanci tamoxifenem pro dobu 5 let, ptipadné do relapsu onemocnéni. Na slo-
Zenych blocich z archivniho parafinového materialu, z téchto 179 ptipadi byla provedena imunohistologicka stanoveni estrogenového
receptoru alfa (ER), progesteronového receptoru (PR) a Ki67. Dale byla vySetiena in-situ hybridizaci amplifikace Her-2 a genu pro
cyklin D1. Vysledky: 54 pacientek relabovalo béhem sledovani. Z klasickych prognostickych parametri jsou v jednorozmeérné regres-
ni analyze bezpiiznakového preziti vyznamnymi rizikovymi faktory piitomnost vice nez tii uzlinovych metastaz (RR=4,5 p<0,001)
a grade 3 (RR=2,3 p=0,035). Z hiologickych parametrt zvysuji riziko relapsu zejména amplifikace cyklinu D1 (RR=3,06 p<0,001),
amplifikace Her-2 (RR=2,4 p=0,002) a negativita PR (RR=2,1 p=0,013). Ve vicerozmérném regresnim modelu vSak vymizel vyznam
negativity PR (RR=1,6 p=0,128) a vedle klinického stadia IIl proti I-1l (RR=2,6 p=0,003) se uplatnila jen amplifikace cyklinu D1
(RR=2,7 p=0,001) a amplifikace Her-2 (RR=2,1 p=0,014). Pokud byly pacientky s adjuvantni chemoterapii posuzovany oddélené
(N=77), Zadny z klinickopatologickych ani biologickych rizikovych parametri nedosahl statistické vyznamnosti ani v jednorozmérné
analyze. Ve vicerozmérné analyze pacientek bez adjuvantni chemoterapie (N=102) se vedle klinického stadia Il proti | a Il (RR=6,9
p=0,001) uplatnila vyznamné pouze amplifikace Her-2 (RR=4,5 p=0,001). Zavér: Vysledky potvrzuji prioritu klinického stadia jako
prediktoru selhani adjuvantni 1écby u pacientek s ER pozitivnimi nadory. Jako vyznamné biologické parametry se jevi amplifikace
Her-2 a amplifikace cyklinu D1. Jejich prediktivni hodnota vSak klesa pokud je pacientkdm podana adjuvantni chemoterapie. Nelze
tedy vyloucit, Ze cyklin D1 je spi$ prognostickym, nez prediktivnim faktorem selhani adjuvantni Iécby tamoxifenem.

Kli¢ova slova: karcinom prsu, tamoxifen, Her-2 geny, Cyklin D1, progesteron, receptory, preZiti po terapii bez ptiznakt nemoci.

Summary

Background: The latest clinical trials indicate better performance of aromatase inhibitors, compared to tamoxifen, in adjuvant hormono-
therapy of breast carcinoma. The identification of molecular markers, predicting resistance to tamoxifen, could help to identify patients,
which are most likely to benefit from aromatase inhibitors in up-front adjuvant hormonotherapy. Material and methods: Tissue microar-
rays were constructed from archival paraffin blocks of primary tumors of 179 patients with estrogen receptor positive operable breast
carcinoma in stage I-111, subsequently treated with tamoxifen for five years or until relapse, with at least 7 years follow up available. The
amplifications of Her-2 and cyclin D1 genes were evaluated by fluorescence in-situ hybridization. The level of progesterone receptor
(PR) and Ki67 were estimated by immunohistochemistry. Results: 54 of above patients recurred during follow up. In univariate analy-
sis of disease free survival, the presence of more than three nodal metastases (RR=4,5 p<0,001), grade 3 (RR=2,3 p=0,035), cyclin D1
(RR=3,06 p<0,001) and Her-2 (RR=3,06 p<0,001) amplifications were identified as significant risk factors, together with the negativity of
PR (RR=2,1 p=0,013). In multivariate analysis, only clinical stage 11l (RR=2,6 p=0,003), cyclin D1 (RR=2,7 p=0,001) and Her-2 (RR=2,1
p=0,014) amplifications proved significant. In 77 patients who received adjuvant chemotherapy no statistically significant risk factor was
identified. In multivariate analysis of 102 patients without adjuvant chemotherapy only stage Il (RR=6,9 p=0,001) and Her-2 amplifi-
cation (RR=4,5 p=0,001) were confirmed. Conclusion: The advanced clinical stage, cyclin D1 and Her-2 gene amplifications represent
factors, predicting the failure of adjuvant tamoxifen treatment, but their predictive value is much lower in patients receiving adjuvant che-
motherapy. This fact indicates, they can reflect the common biological aggressiveness of tumor and need not to be tamoxifen specific.

Key words: breast cancer, tamoxifen, Her-2 genes, Cyclin D1, progesterone, receptors, disease free survival.

Uvod Setiovanym prediktivnim faktorem pro hormonalni Iécbu.
Priblizn¢ 70% karcinoma prsu exprimuje v dobé diagndzy  Vysledky klinickych studii opakované potvrdily piinos
estrogenové (ER) a/nebo progesteronové (PR) receptory, adjuvantni 1é¢by tamoxifenem proti placebu. Pétileta ad-
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které jsou dnes nejduleZitéjSim a jedinym standardné vy-  juvantni [é¢ba tamoxifenem snizuje mortalitu 0 28% a ri-
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ziko kontralateralniho karcinomu prsu o 50% u Zen s po-
zitivnimi estrogenovymi receptory (1). V soucasnosti vak
zacinaji tamoxifen v adjuvantni 1é¢bé nahrazovat inhibi-
tory aromatazy tieti generace, ke kterym patii anastrozol,
letrozol a exemestan. Stanoveni molekularnich markerd,
které by pomohly predikovat Ié¢ebnou odpovéd’ na tamo-
xifen a byly by vhodné pro rutinni vySetieni, je nanejvys
Zadouci.

Mnohé molekularni a genetické mechanismy mohou hréat
roli v mechanizmu rezistence na lé¢bu tamoxifenem. Nej-
vice diskutovanym a zkoumanym genetickym markerem
je overexprese onkogenu HER-2 na podkladé amplifikace.
Rada praci potvrdila jeji vyznam v progndze onemocng-
ni ale i mozné Gcasti na vzniku rezistence k hormonalni
lécbe tamoxifenem.(2,3) Tento fakt je vysvétlovan in-
terferenci signalnich drah receptort pro rastové faktory
(napt. EGFR, HER-2, IGFR1 a dalsi), které mohou fos-
forylovat AF-1 doménu ER. Tato fosforylace miize pro-
béhnout jak cestou Ras/sMEK/MAPK kinazové signalni
drahy, tak i cestou PI3K/Akt kindzové signalni drahy (4).
K nejvice citovanym patii De Laurentiisova metaanalyza
12 Klinickych studii s hormonalni l1é¢bou metastatického
onemocnéni karcinomu prsu, ve které hodnotili klinickou
odpoveéd v zavislosti na expresi HER-2. Metaanalyza pro-
kazala horsi klinickou odpovéd’ pacientek s metastatickym
onemocnénim a overexpresi HER-2 na hormonalni 1é¢bu.
Relativni riziko pouze pro pacientky lé¢ené tamoxifenem
bylo 1.33 (95% ClI, 1.20-1.48; p<0.00001) (5). Vysledky
téchto praci zvazoval ve svém doporucené pro adjuvantni
hormonalni Ié¢bu postmenopauzalnich Zen i panel odbor-
nikt na konferenci v St Gallen 2007. Inicialni Ié¢bu inhi-
bitorem aromatézy doporugil u pacientek s vySSim rizikem
nebo u pacientek s overexpresi HER-2. (6)

Druhym nej¢astéji diskutovanym, navic rutinné stanovo-
vanym markerem rezistence k tamoxifenu je stav PR. N¢-
kolik klinickych studii predpoklada, Ze vysoka signalizace
rastovych faktor muaze byt spojena s poklesem exprese
absolutnich hladin ER a PR u karcinomu prsu (7). Aprino
a spolupracovnici publikovali v roce 2005 zajimavé vy-
sledky retrospektivni studie. 11399 pacientek bylo Iéeno
v adjuvanci tamoxifenem. U pacientek ER+/PR+ nebyla
exprese HER1 ani HER2 spojena s kratSim intervalem
bez nemoci nebo celkovym prezivanim. Na rozdil od toho
u pacientek s nadory ER+/PR- byla overexprese HER1
i HER2 spojena se signifikantné kratSim piezivanim bez
nemoci . Vysledky studie podporuji hypotézu, Ze exprese
PR je ndhradnim markerem pro méteni aktivity signaini
drahy HER1 a/anebo HER2 (8).

Chromozom 11 obsahuje Gsek 1113, ktery je bohaty na
onkogeny a ktery je amplifikovany asi u 15% primarnich
karcinomu prsu (9). Nejvice studovanym onkogenem této
oblasti je CCND1, ktery kdduje regula¢ni protein bunéc-
ného cyklu protein cyklin D1. Kromég toho, Ze pasobi na
vstup buné¢ného cyklu do faze G1 ma i funkci, ktera je
nezavisla na cdk (cyclin dependent kinase). Jednou z nich
je i aktivace ER alfa nezavisla na ligandu, ktera se dgje
piimou vazbou. Mize tim zpisobit necitlivost nadoru na
antiestrogenni l1écbu (10).

Predpokladanym mechanizmem podpory tamoxifenové
rezistence mutaci p53 je zejména ,,gain of function“, tedy
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onkogenni G¢inek nékterych mutovanych forem p53, pro-
jevujici se zejména zvySenim exprese EGFR, IGFR, myc
a VEGF. Uplatnit se miZe i pozorované zvyseni exprese
MDR-1 (multidrug resistance) genu, piipadné blokovani
apoptozy (11).

Dalsi signalni draha, kterd maZze ovliviiovat aktivitu ER, je
signalni draha PIK3 (phosphatidyl-inositol-3-OH kinase).
Jednou z komponent signalni drahy PI3K je serin/threonin
protein kindza AKT, aktivace které ma proliferacni a an-
tiapoptoticky G¢inek. Studie in vitro predpokladaji, ze Er
alfa se muiZze vazat s p85a, které je regula¢ni podjednotkou
PI13K, coz vede k aktivaci drahy AKT (12). AKT miize byt
cilem signalnich drah i pro jiné receptory, jako IGF-1R,
EGFR a HER-2. Vzajemny vztah ER a PIK3 je recipro¢ni
atak PI3K aktivuje AKT, ktera fosforyluje ER a zptisobuje
jeho aktivaci (13).

Nasim cilem bylo najit prediktivni markery rezistence
na tamoxifen. V nadi prechozi praci (14) jsme vychazeli
z toho, Ze jejich zastoupeni by mélo byt relativné vysoké
ve vzorcich nadord, které vyrostly pri 1é¢bé tamoxifenem
a pripadné i v primarnich nadorech nasledovanych relap-
sem, ve srovnani s neselektovanymi nadory. Takto jsme
identifikovali amplifikaci Her-2, amplifikaci cyklinu D1
a negativitu PR. V nyni piedkladané studii jsme se poku-
sili tyto parametry ovéfit multiparametrickou analyzou
rozsahlejSiho souboru, zahrnujici i sledované pacientky
bez dokumentovaného relapsu onemocnéni a kompletni
klinicko-patologické parametry.

Material a metody

Vybér pacientek

Z pacientek klinického stadia I-11l operovanych pro pri-
marni karcinom prsu na MOU v letech 1998-2000 s do-
stupnymi parafinovymi bloky primarniho nadoru byly
vyhledany piipady lé¢ené v adjuvanci tamoxifenem pro
dobu 5 let nebo do relapsu onemocnéni, bez ohledu na
piipadnou adjuvantni chemoterapii a/nebo radioterapii.
Takto bylo vyhledano celkem 192 pacientek. Ve 13 ptipa-
dech nebyla nasledujicim postupem potvrzena pozitivita
estrogenového receptoru (tamoxifen nasazen na zakladé
stanoveni z cytosolu) a pro hodnoceni bylo dale uvaZzova-
no jen 179 pacientek.

Zpracovani materialu

Z vyhledanych archivnich parafinovych bloka byly pomoci
manualniho tissue arrayeru TAL (A. Fintajsl, Brno) zpra-
covany sloZené parafinové bloky (tissue microarrays, dale
TMA) na kterych byla b&Znym zptasobem po oZiveni anti-
genu v 0,01 M citratovém pufru pH 6,0 provedena imuno-
histologicka stanoveni estrogenového receptoru alfa (dale
ER), progesteronového receptoru A+B (déle PR) a Ki67
pomoci kralicich monoklonalnich protilatek (Labvision,
USA). Vazba protilatek byla detekovana sekundarni proti-
latkou s polymerovym systémem znacenym peroxidazou
UltraVision LP (Labvision, USA) a diaminobenzidinem
(DAKO, Dansko). Amplifikace Her-2 a cyklinu D1 byla
stanovena pomoci in-situ hybridizace lokus specifickych
a centromerickych DNA préb (Abbott, USA). Podrobnosti
0 reagenciich a protokolech uvadi tabulka ¢. 1. V pripadé
nereprezentativnosti nebo ztraty materialu v TMA bylo
vySetieni provedeno na pavodnim bloku.
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I Vyrobee, klon Redéni Hodnoceni Pammaetr Swdla 'Qm' relapsu (N=128) ‘Rnllbujll:l (N=84) Statisticka vyznamnost
ER Labvision, SP1 1:4000 | 5% a vice zbarvenych jader pozitivni ik primér (SD), medidn | 58.6 (10.3) 58 7.7 {11.8) 56 pe0.608 (-test)
PR Labvision, $P2 1:3000 | 5% a vice zbarvenych jader pozitivni Pod 46 |11 (88%) JEREE
Ki67 Labvision SP& 1:3000 | Nad 20% zbarvenych jader silné pozitivni 14660 |81 57.5%) |24157.1%)
8170 34 (27.2%) 10 {16.4%)
Hybridizace Priba Protokol | Hodnoceni b 18 (E2%) A2 (HLANY
Her-2/neu Abbot PathVysion | Dle Pomér lokus specifického signalu ku [Molod Lk |73 (58.4%) |25 1463I%%) | 9=0.145 (Fisher)
HE];:’- DNA vyrobee | centromerickému nad 2:1 pozitivni (50 pT23 |52 141.6%) |29 (53.7%) 1=0.090 (Kaplan-Mojer)
Probe Kit jad Uzinavé metastary pNO €8 (52.8%) 16 (20.8%) p 0.003%(chi kvadrat)
Jjader) ] 1 1
Cyklin D1 Abbott Vysis LSI | Dle Pomér lokus specifického signalu ku P 149 68 %) 143 ) J e 001" (Kapian Hiatar)
Cyelin DUCEP11 | vyrobee | centromerickému nad 2:1 pozitivni (50 P23 J13u104%) |14125.0%) !
iﬂﬂ Klinické stadiurn I _4& (38.8%) | 13 (24.1%) 1 p=0.001 “(chi kvadrat)
- - . . S N ) 45 (40.2%) 13 (34.2%) <0.001° (Kapian-Meier)
Tabulka €. 1.: Ptehled protilatek, hybridiza¢nich préb a protokoli 8 [21 e.e%) 1222 |
n :!3 (10.4%) :1512DG%] |
- . s /. (Grace 1-2 109 (87.2%) 40 (T4.1%) p=0.003 “(Fisher)
Statisticka analyza _ s [0z, [reasom [-0051 “aplr e
Byla pouzita analyza kontingencnich tabulek (Pearsontiv — [fskocsive Lot e85 0 e |=0.904 e vacrat
’ , ~7 v - o n [i {
chi kvadrat test, ptipadné pro tabulky 2x2 Fishertuv test). [ Wcineania paghiri |6 (45%) s ]
Pro spojité parametry byl pouzit t-test a U-test. Ktivky Mecui aeax [1ea5%) I
o Mrar . . M Anc |49 (39.2%) |28 (51.9%) |p=0.322 (Fisher)
preziti byly hodnoceny dle Kaplana-Meiera, jednorozmér- N [7s o) [26 a1 [=0.478 Kaptan-thoie
1T X I Radiclerapie Ano 101 (80.8%) 43 (T2.7%) p=0.854 (Fisher}
nou a vicerozmeérnou Coxovou regresi. - Fetome B e o
PRA+B Pazitivni 104 (88.1%) :3? (T2.4%) p=0.045" (Fisher)
¢ Megativni 21 (11.9%) 17 (27.6%) p=0.012 Y{Kaplan-Meier)
VySI ed ky i B o L . w087 20% a vice ) |28 B1%) | p=0.102 (Fisher)
Jednorozmérna analyza klinickopatologickych a biolo- pod 20% [77 @1.8% |28 Ba5%) | =084 (Kapian-tier
- 7 o |73 7 v Nt [Cykdin D1 FISH Arnpifikace 10 (8.0%) 16 (20.8%) p=0.001"(Fisher)
gickych parametrz vzhledem k bezpriznakovému preziti. Sezancias |15 200 [se0a% [5<001 “Kapiartion
Z jednorozmérné analyzy (tabulka ¢. 2, obr. ¢. 1) jedno-  [erzns anismne jecires [mm jocasr e
Bez amplifiace 109 (87.2%) 36 (66.7%) p=0.004 *{Kaplan-Meier)

znacné vyplyva priorita piitomnosti a piipadné poctu
metastaz v axilarnich uzlindch jako prediktoru relapsu,
pripadné spolu s gradem. Z biologickych parametra se vy-
znamné¢ uplattiuje amplifikace genu pro cyklin D1, ampli-
fikace Her-2 a negativita PR. Pacientky pod 46 a nad 70
let maji relapsu relativné vice, ve druhé skupiné se mohlo
uplatnit nepodani adjuvantni chemoterapie (podana zde
jen ve 3 pripadech z 31)

Jednorozmérnd analyza v3ak neni vzhledem k vyznam-
nym vzdjemnym zavislostem sledovanych parametri
zcela relevantni. V naSem souboru Slo zejména o korelaci
mezi vyskytem uzlinovych metastaz na jedné strané a PR
negativitou spolu s Her-2 amplifikaci na strané druhé. Tyto
zavislosti jsou piehledné sumarizovény v tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢&. 2: Jednorozmérna analyza klinickych a biologickych para-
metrd, * p<0.05

Dalsi komplikace do hodnoceni mize vnaset adjuvantni
chemoterapie. Jako piiklad 1ze uvést rozdil ve vlivu adj-
uvantni chemoterapie na vyskyt relapsu pii rozdéleni sou-
boru podle pritomnosti uzlinovych metastaz (obr. ¢. 2).
Zatimco pacientky bez metastaz piezivaji po podani adj-
uvantni chemoterapie relativné hiite (jedna se ziejmé o du-
sledek ptitomnosti dalSich rizikovych faktora pro které
byla chemoterapie indikovana), u pacientek s pozitivnimi
uzlinami je ziejmy benefit z podani chemoadjuvance. Ne-
gativni vliv Her-2 amplifikace na benefit z adjuvantni 1é¢-
by tamoxifenem se pak uplatiiuje pouze u pacientek které
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Obr. 1.: Bezptiznakové preziti v souboru podle vybranych parametri, 1A Stadium 1=I (N=59) 2=I1A (N=58) 3=11B (N=33) 4=111 (N=29) p<0.001,
1B Grade 1 (N=51) 2 (N=98) 3 (N=30) p=0,031 pro 1+2 proti 3, 1C V&k 1 pod 45 (N=19) 2 46-60 (N=85) 3 61-70 (N=44) 4 nad 70 (N=31), 1D PR
1=negativni (N=38) 2=pozitivni (N=141) p=0,012, 1E Cyklin D1 amplifikace 1 ne (N=153) 2 ano (N=26) p<0.001, 1F Her-2 amplifikace 1 negativni

(N=145) 2 pozitivni (N=34) p=0,004
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nedostaly chemoterapii (obr. ¢. 3). Vliv negativity PR (obr.
¢. 4) a amplifikace cyklinu D1 (obr. €. 5) vSak ziejmé neni
na podani adjuvantni chemoterapie tolik zavisly.

Grade PT pN PR neg. |KI67 Cyklin D1
vysoké amplifikace
PT pozitivni
p=0.059
PN (0 proti 1 a vice) |pozitivni pozitivni
p=0.288 | p<0.001*
PR P~ poziti pozi
p=0630 |p=0.162 |p=0.048"
KiBT vysoké pozitivni pozitivni | pozitivni | pozitivni
p<0.001* |p=0651 |p=0.832 |p=0.580
Cyklin D1 plifi poziti pozitivni poziti poziti pozitivai
P=0.594 |p=0.287 |p=0828 |p=0.198 |p=0.005"
Her-2 amplifikace pozitivni poziti it pozitivnl | pozitivnl | negativni
P=0.004* |p=0.087 |p=0.028" |p<0.035" |P=0.045" |p=0.081

Tabulka 3: Vzajemné korelace klinicko-patologickych a biologickych
parametrd v souboru

V hornim radku je vyznagen piftomny trend zavislosti, v dolnim hodnota
p pro statistickou vyznamnost. * p<0.05

A Survival Plot B Survival Plot
10 10

é 05 g 08

208 E 0§

g 0.4 ? 0.4

] @
0z cHEmO 02 CHEMO

1 | 1
%% 2 a0 e 80 100 120 2 0% 20 w0 s0 s 100 120 2
Time: Tima

Obr. 2: Souvislost podani adjuvantni chemoterapie s bezpiiznakovym
piezitim v zavislosti na vyskytu uzlinovych metastaz

Chemoterapie 1 ne 2 ano

2A pNO p=0,021 (N1=71 N2=11)

2B pacientky s pozitivnimi uzlinami p=0,051 (N1=33 N2=64)
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Obr. 3: Souvislost Her-2 amplifikace s bezptiznakovym piezitim pti
rozdéleni souboru podle podani adjuvantni chemoterapie

Her-2 amplifikace 1 ne 2 ano

3A chemoterapie ne p<0,001 N1=90 N2=14)

3B chemoterapie ano p=0,055 (N1=55 N2=20)
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Obr. 4: Souvislost stavu progesteronového receptoru s bezpiiznakovym
piezitim v zavislosti na podani chemoterapie.

PR 1 negativni 2 pozitivni

4A chemoterapie ne p=0,071 (N1=17 N2=87)

4B chemoterapie ano p=0,132 (N1=21 N2=54)
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Obr 5: Souvislost amplifikace cyklinu D1 s bezpriznakovym piezitim v
zavislosti na podani chemoterapie

Cyklin D1 amplifikace 1 ne 2 ano

5A chemoterapie ne p<0.001  (N1=86, N2=18)

5B chemoterapie ano p=0.151 (N1=67 N2=8)

Vysledky jednorozmérné analyzy Coxovou regresi (tabulka
¢. 4) jsou obdobné. Zvyseni relativniho rizika relapsu je ziej-
mé u pacientek v pokrocilejSim klinickém stadiu a s vy3Sim
gradem nadoru. Z biologickych parametri se uplatiiuje am-

plifikace cyklinu D1 a Her-2, spolu s PR negativitou.

Parametr mgom' gorie | Relativni rizike (95% IS}p  p-hodnota
Vik =45 lat [ >45 lat a <60 lat 0.58 (0.26; 1.30)p 0.187
60t / 245 let a <60 lot 1.12(0.62; 1.99) 0712
Chemoterapie  ano/ne  139(082,238p 0223
oT 2311 156 (0.91; 2.66) 0.106
e~y
210 455 (2.06; 10.05)p <0.001
aro 261(087, 783 0.086
Grade 211 124 (0.63; 2.44) 0,531
311 2.30 (1.06; 4.98)p 0.035
Stadium A1 108 (0.50; 234 0835
I8 /1 189 (0.86; 4.15) 0.113
mi 365(1.75, TEB1)p 0.001
co1 ampifikacel bez amplifikace 306 (1.70, 549 0001
Her 2 amplifikacel bez amplifikace 242 (137,427 0.002
PR negativnl/ pozitivnl 2,08 (1.47; 3.70)p 0.013
Ki67 nad 20%/ pod 20% 1560 (0.94; 273 0.086

Tabulka 4: Vliv rizikovych faktori na bezpiiznakové preziti u pacientek
s karcinomem prsu identifikovany jednorozm&rnym Coxovym modelem.

Pokud se vSak pacientky posuzuji oddélené podle podani
adjuvantni chemoterapie, pak pouze ve skupiné bez che-
moterapie (tabulka ¢. 5) jsou rizikové faktory statisticky
vyznamné.

Parametr I(;f.egorie e /R Relativniriziko (95% I5) p-hodnota
ViEk <45 let /=45 let a <60 let 046 (0.10; 222) 0335
=80 let / =45 let a <60 let 1.80 (0.76; 4 28) 0184
pT 2311 215(1.02;453) 0.043
pN 170 3.31(1.37;7.99) 0.008
20 9.49 (3.45; 26.15) <0.001
3/0 B.72(1.48;2041) 0.013
Grade 21 0.72(0.31;187) 0442
3N 1.92 (0.70;5.29) 0.208
Stadium 1A 71 1.61(0.60; 4.34) 0342
B /1 1.85(0.50; 6.84) 0356
msi B.70 (3.44; 22.45) <0.001
Cyklin D1 amplifikace/ bez amplifikace 3.99(1.87;854) =0.001
Her-2 amplifikace/ bez amplifikace 4.37 (2.01,949) =0.001
PR negativn¥f pozitivni 2.11(0.89; 4 88) 0.088
Kig7 nad 20%/ pod 20% 1.70 (0.81; 3.57) 0181

Tabulka 5: Vliv rizikovych faktori na bezpiiznakové preziti u pacientek
s karcinomem prsu identifikovany jednorozmérnym Coxovym modelem
— pacientky bez adjuvantni chemoterapie.

Ve skuping s adjuvantni chemoterapii jsou trendy zvySeného
rizika vesmés zachovany, jsou v8ak méné vyrazné a v nasi
sestavé nedosahuji statistické vyznamnosti. (tabulka ¢. 6).
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k“;god'e ! i riziko (95% IS)p p-hodnota
Vik =45 let / =45 let a <60 let 0.67 {0.26;1.72)p 0.410
>60 lat / >45 lat a <60 let 0.71(0.21; 244)p 0.592
pT 2371 1.00 (0.46; 2.18)p 0.996
pMN 1/0 0.74 (0.27; 2.05)p 0.568
2/0 1.14 (0.31; 427 0.842
3/0 0.68 (0.13; 3.52)p 0.648
Grade 271 3.40 (0.78; 14.86)p 0.104
31 4.20 (0.89; 19.84)p 0.070
Stadium NE 71+ 1a* 1.68 (0.64; 4.43)p 0.204
W+ A 1.60 (0.64; 3.96) 0.313
Cyklin D1 amplifikace/ bez amplifikace 2,16 (0.81; 5.73)p 0122
Her2 amplifikace bez amplifikace 1.29 {0.56; 3.00)p 0.550
PR negativnl/ pozitivni 1.87 (0.85; 4.13)p 0.120
Ki67 nad 20%/ pod 20% 1.27 (0.58, 2.76)p 0.554

Tabulka 6: Vliv rizikovych faktort na bezpiiznakové pieziti u pacientek
s karcinomem prsu identifikovany jednorozmérnym Coxovym modelem
— pacientky s adjuvantni chemoterapii.

* Stadia | a Il musela byt slou¢ena z divodu malého poétu pacientek ve
stadiu I.

Vicerozmérna analyza klinickopatologickych a biologic-
kych parametri vzhledem k k bezp#iznakovému preziti
Coxovou regresi.

Do vicerozmérné analyzy byly zahrnuty parametry vy-
znamné v jednorozmeérné analyze. Parametr pN nebyl po-
uzit vzhledem k vyznamné korelaci s klinickym stadiem.
Pti analyze celého souboru (tabulka ¢&. 7) se vyznamné
prediktory relapsu redukovaly na klinické stadium, am-
plifikaci cyklinu D1 a Her-2. Negativita progesteronového
receptoru se jako samostatny vyznamny rizikovy faktor
neprojevila. Ve skuping bez podani adjuvantni chemotera-
pie vSak vicerozmérny model identifikoval pouze klinické
stadium a Her-2 amplifikaci jako samostatné vyznamné
prediktory relapsu (tabulka ¢. 8).

Parametr ;‘m""’“""’ [Referenénl g elativni riziko (95% IS)p p-hodnota
Grade 31241 1.46 (0.77; 276} 0241
Stadium s 262 (1.40; 491% 0.003
Cyklin D1 amplifikacel bez amplifikace 274 (1.51; 4.96)p 0.001
Her2 amplifikace/ bez amplifikace 2.11(1.47:383p 0.014
PR nad 20%/ pod 20% 1.61 (D.BT; 298)p 0.128

Tabulka 7: Vliv rizikovych faktori na bezpiiznakové preziti u pacientek
s karcinomem prsu identifikovany vicerozmérnym Coxovym modelem
v celém souboru.

Parametr :ﬂ;:"’;’“““"“' [Referenéni o 1ativni rlziko (95% IS)p p-hodnota
Stadium 01k 688 (273; 17.38)p <0.001
Cyklin D1 amplifikace/ bez amplifikace 157 (0.64; 3.86)p 0.322
Her 2 ampiifikace/ bez ampiifikace 4.50 (1.91; 1080)p <0.001

Tabulka 8: Vliv rizikovych faktora na bezpiiznakové preZiti u pacientek
s karcinomem prsu identifikovany vicerozmérnym Coxovym modelem u
pacientek bez chemoterapie

Zavér
Z Klasickych prognostickych parametra jsou v jednoroz-
meérné regresni analyze bezptiznakového preziti vyznam-

nymi rizikovymi faktory p¥itomnost vice nez tii uzlinovych
metastaz a grade 3 proti gradu 1 a 2. V jednorozmérném
modelu zvysuji riziko relapsu z biologickych parametri
zejména amplifikace cyklinu D1, amplifikace Her-2 a ne-
gativita PR. Pti hodnoceni jednorozmérné analyzy je v3ak
nutné mit na paméti pravé vzajemnou korelaci jednotli-
vych parametri (tabulka ¢.3). Napt.Her-2 pozitivni naddory
maji podle nasi analyzy ve vySSim procentu pozitivni axi-
larni uzliny a byvaji ve vySSim procentu PR negativni. To
se projevi ve vysledcich vicerozmérného Coxova regres-
niho modelu, kde vymizel vyznam negativity PR a vedle
klinického stadia 11 proti I a Il se uplatnila jen amplifika-
ce cyklinu D1 a amplifikace Her-2. Pokud jsme hodnotili
pouze pacientky bez adjuvantni chemoterapie, vyznamné
se uplatnila pouze amplifikace HER-2.

Diskuse

Pti hodnoceni prediktivnich faktort ve vztahu k odpoveédi
na lécbu je potieba opatrnosti pfi hodnoceni vysledki. Je
tedy mozné, Ze tyto biologické markery souvisi spise s bi-
ologickou agresivitou nadoru, nemusi byt specifické pro
adjuvantni hormonoterapii tamoxifenem, a mohou se uplat-
nit [épe jako prognosticky, neZ prediktivni faktor. V naSem
souboru jsme hodnotili prediktivni markery rezistence pou-
ze v souvislosti s tamoxifenem. Vice retrospektivnich praci
potvrdilo prediktivni vyznam negativity HER-2 ve vztahu
k hormonalni lé¢bé tamoxifenem (2,3,5). Je vSak mozné,
Ze se jedna o prediktivni marker rezistence na hormonal-
ni 1écbu obecné a navic jde o soubory s omezenou statis-
tickou silou. Velké adjuvantni klinické studie srovnavajici
adjuvantni lécbu tamoxifenem a IA (napf. studie BIG 1-98)
zatim nepotvrdily lepsi lé¢ebny vysledek IA u pacientek
s overexpresi Her-2 nebo negativitou PR (15). Pouze nova
analyza klinické studie ATAC (16) v dob¢ sledovani 100
meésicu, které vysledky byly prezentovany na SABCS ( San
Antonio Breast Cancer Symposium) 2007, potvrdila pfinos
1écby 1A proti tamoxifenu v parametru doby do rekurence
u pacientek s negativnim progesteronovym receptorem a to
bez ohledu na zéakladni a lécebné charakteristiky jednot-
livych podskupin (stav uzlin, predchozi Iécba atd.). DalSi
prace by tedy méla byt zamétena na srovnani bezptizna-
kového preziti vysoce rizikovych pacientek, lé¢enych pri-
marné v adjuvanci IA, s obdobnymi pacientkami lé¢enymi
tamoxifenem, vzhledem k uvazovanym prediktivnim para-
metram.
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